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Resumo 
Corantes sintéticos são utilizados em uma ampla gama de atividades industriais e sua liberação 
no meio ambiente pode ocasionar graves desequilíbrios ecológicos. Tentativas de despoluição 
de locais contaminados utilizando métodos físicos e químicos não têm gerado resultados 
satisfatórios. Os fungos de podridão branca sintetizam enzimas ligninolíticas como lacases, 
manganês peroxidase e lignina peroxidase, que são capazes de degradar a lignina presente em 
fibras vegetais. Estas enzimas, especialmente as lacases, são aplicadas em uma variedade de 
processos industriais e biotecnológicos, haja vista sua inespecificidade e capacidade de oxidar 
uma ampla gama de compostos fenólicos e não fenólicos. O objetivo deste trabalho foi 
investigar o efeito da variação do pH na atividade de lacase e na descoloração de corantes 
industriais por um extrato enzimático do fungo de podridão branca Panus lecomtei cultivado em 
meio líquido. Os corantes utilizados foram: Remazol Brilliant Blue R (RBBR), Acid Red 1 
(AR1) e Reactive Black 4 (RB4). O isolado foi cultivado em meio batata dextrose por 20 dias e 
amostras do meio líquido foram coletadas a cada cinco dias de cultivo. Foram determinadas 
atividade de lacase e a descoloração da solução de cada um dos três corantes industriais em pH 
4,5, 5,0 e 5,5. A atividade máxima de lacase foi observada em pH 4,5 com extrato bruto de 20 
dias de crescimento, atingindo 632,2 UI/L. Todos os corantes foram mais descoloridos em pH 
4,5. A maior descoloração (40,14%) foi obtida para o corante RBBR utilizando-se extrato de 20 
dias. Os corantes da classe das antraquinonas (RBBR e RB4) foram mais descoloridos que o 
corante da classe azo (AR1). O isolado P. lecomtei utilizado nesta investigação demonstrou 
potencial de utilização em processos de biorremediação. 
 
Palavras-chave: fungos de podridão branca, biorremediação, enzimas ligninolíticas. 
 
The effect of pH on laccase activity and industrial dyes discoloration by enzymatic 
extract of Panus lecomtei. Synthetic dyes are used on a vast range of industrial activities and 
its release on environment may cause serious ecological imbalances. Attempts to depollute 
contaminated places using physical and chemical methods have not achieved satisfactory 
results. White rot fungi synthesize enzymes such as laccase, manganese peroxidase and lignin 
peroxidase which can degrade the lignin in plant fiber. These enzymes, specially laccases, are 
applied in a wide range of industrial and biotechnological processes, since they are not specific 
and are able to oxidize phenolic and nonphenolic compounds. The aim of this work was to 
investigate the effect of pH on the lacase activity and on the discoloration of industrial dyes by a 
crude enzymatic extract of the white rot fungus Panus lecomtei cultivated in liquid medium. 
The dyes used in this investigation were: Remazol Brilliant Blue R (RBBR); Acid Red 1 (AR1) 
and Reactive Black 4 (RB4). The isolate was cultivated in potato dextrose medium for 20 days 
and samples from the liquid medium were collected each five days. Laccase activity and dyes 
discoloration were determined in pH 4.5, 5.0 and 5.5. The highest laccase activity was observed 
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at pH 4.5 using crude extract after 20 days of growth reaching 632.2 IU/L. All dyes were more 
decolorized at pH 4.5. RBBR was the dye which presented the highest discoloration (40.14%) 
using 20-day crude extract. The anthraquinone dyes (RBBR and RB4) were more decolorized 
than the azo dye (AR1). The P. lecomtei isolate used on this investigation showed potential to 
be used in bioremediation processes. 
 
Keywords: white rot fungi, bioremediation, ligninolytic enzymes. 
 
1. Introdução 
Os corantes sintéticos são aplicados 
em várias indústrias, incluindo têxtil, papel 
e celulose, farmacêutica e cosmética, entre 
outras. No entanto, devido à ineficiência 
durante os processos industriais uma parte é 
descartada em cursos d’água causando 
grave contaminação ambiental (McMullan 
et al., 2001). Em ecossistemas aquáticos 
estes corantes mudam a coloração da água e 
interferem diretamente na fotossíntese o 
que, por sua vez, causa prejuízo em toda a 
cadeia alimentar. Métodos físicos e 
químicos como adsorção e precipitação têm 
sido utilizados na tentativa de degradar tais 
poluentes, mas os resultados não têm sido 
promissores (Robinson et al., 2001). Dessa 
forma, faz-se necessário encontrar soluções 
mais eficientes e menos custosas que ao 
mesmo tempo sejam ecologicamente 
amigáveis para a descontaminação de áreas 
afetadas por essas substâncias. 
Nesse contexto os fungos de 
podridão branca podem ser uma opção 
viável. Estes organismos desempenham um 
papel chave na ciclagem da matéria 
orgânica de origem vegetal, pois são os 
únicos capazes de mineralizar a lignina 
(Sanchez, 2009) como resultado direto da 
ação de enzimas inespecíficas que atuam na 
fibra vegetal de modo à agir sobre esta 
substância, considerada de difícil 
degradação por sua estrutura química 
complexa e heterogênea. As enzimas que 
fazem parte do complexo ligninolítico 
destes organismos incluem lacase, lignina 
peroxidase, manganês peroxidase e 
peroxidase versátil, entre outras (Vrsanska 
et al., 2016). Investigações demonstram 
que, além da lignina, estas enzimas são 
capazes de oxidar um vasto leque de 
substâncias, dentre as quais se encontram 
muitos poluentes ambientais (Ottoni et al., 
2013; Rivera-Hoyos et al., 2013).  
As lacases (benzenediol:oxygen 
oxidoreductases, EC 1.10.3.2) são 
polifenol-oxidases que têm apresentado 
potencial de utilização em uma variedade 
de aplicações, pois são capazes de oxidar 
compostos aromáticos e não aromáticos 
através de um mecanismo de transferência 
de um elétron utilizando oxigênio como 
aceptor, o qual é reduzido à água por quatro 
elétrons (Canas e Camarero, 2010). As 
lacases são oxidases multicobre por 
tipicamente apresentarem quatro átomos de 
cobre em três diferentes sítios da molécula. 
Um desses sítios (T1 ou Type 1) é 
responsável pela cor azul da enzima, 
enquanto os outros dois (T2 e T3) atuam 
nas reações de catálise com os substratos 
(Dwivedi et al, 2011; Senthivelan et al., 
2016). 
As lacases são amplamente 
distribuídas na natureza, e muitas espécies 
de micro-organismos, incluindo bactérias e 
fungos, bem como plantas e insetos são 
capazes de sintetizá-las (Couto e Herrera, 
2006). No entanto, a maior parte das lacases 
isoladas e estudadas é sintetizada por 
fungos (Thurston, 1994), e dentre estes os 
fungos de podridão branca sintetizam estas 
enzimas em maiores quantidades as quais, 
além disso, apresentam características como 
maior estabilidade a fatores como pH e 
temperatura, além de apresentar um maior 
potencial redox, o que indica uma ampla 
gama de substratos oxidáveis (Bibi et al., 
2011). Dessa forma, estas enzimas são 
capazes de degradar hidrocarbonetos 
aromáticos (Chang et al., 2016), compostos 
fenólicos (Justino et al., 2010) e 
agrotóxicos (Zeng et al., 2017), entre 
outros, além de terem potencial de 
utilização em processos como biopolpação, 
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destoxificação de poluentes ambientais, 
clareamento de polpa de celulose e 
regeneração de efluentes (Eggert et al., 
1997; Srebotnik e Hammel, 2000; Mayer e 
Staples, 2002; Jurado et al., 2009; Zhuo et 
al., 2011). 
Outra aplicação do sistema 
enzimático dos fungos de podridão branca é 
a de descolorir corantes industriais (Velic et 
al., 2017). Estima-se que mais de 100.000 
diferentes tipos de corantes industriais 
sejam utilizados em muitas aplicações, 
como na indústria têxtil, de papel e 
celulose, de alimentos e de fármacos 
(Sumandono et al., 2015). Durante os 
processos de coloração um volume 
significativo dessas substâncias é liberado 
no meio ambiente na forma de efluentes, e 
pesquisas são desenvolvidas de modo a 
utilizar enzimas ligninolíticas para a 
descoloração desses compostos (Singh, 
2004). 
Em 2002 foi detectada pela primeira 
vez atividade de lacase em Panus lecomtei 
(Fr.) Corner (= P. rudis Fr.; Lentinus 
strigosus (Schwein.) Fr.), que demonstrou 
produzir esta enzima em grandes 
quantidades (Zhang et al., 2002). Em 2012 
foi proposto um novo nome P. neostrigosus 
Drechsler-Santos & Wartchow para L. 
strigosus. Portanto, de acordo com Vargas-
Isla et al. (2015) o nome P. lecomtei tem 
prioridade sobre P. neostrigosus, sendo este 
último um sinônimo P. lecomtei. Este 
basidiomiceto já foi descrito em várias 
regiões do Brasil, inclusive na Amazônia 
(Pegler, 1983), onde é utilizado como 
alimento por indígenas Yanomamis 
(Prance, 1984; Ishikawa et al., 2012; 
Sanuma et al., 2016). Zhang et al. (2006) 
demonstraram que a lacase sintetizada por 
P. lecomtei exibiu excelente capacidade de 
descoloração de corantes azo e indigo, 
indicando potencial de utilização em 
aplicações ambientais e biotecnológicas. 
Até onde temos conhecimento não há 
no Brasil nenhuma investigação sobre a 
produção de enzimas ligninolíticas por P. 
lecomtei bem como acerca do seu potencial 
para degradar corantes industriais. Dessa 
forma, o objetivo deste trabalho foi cultivar 
P. lecontei em meio líquido e utilizar o 
extrato enzimático para determinar a 
atividade de lacase e para investigar seu 
potencial de descoloração de corantes 
industriais. 
 
2. Material e Métodos 
2.1. Isolado fúngico 
O isolado de P. lecomtei utilizado 
neste trabalho foi obtido 11/05/2013 a partir 
de madeira em decomposição no Centro de 
Pesquisas e Estudos Ambientais do 
Amazonas (CEPEAM; 3°06'07.0"S 
60°01'30.0"W), localizado na região de 
Manaus (AM). Este material foi 
identificado pelas características 
morfológicas (Vargas-Isla et al., 2015) 
utilizando microscópio Leica DME. 
Basidiocarpos foram coletados, 
acondicionados em recipientes e levados 
para isolamento em laboratório. No 
laboratório fragmentos dos basidiocarpos (5 
x 5 mm) foram assepticamente obtidos e 
submetidos a desinfecção superficial por 
imersão em álcool 70% por 30 segundos, 
em hipoclorito de sódio 2% por 2 minutos e 
depois lavados em água esterilizada por 
duas vezes. Os fragmentos foram 
depositados em placas de Petri contendo 
meio batata dextrose ágar (BDA), 
incubados a 35 °C e repicados até a 
obtenção de cultura pura. O isolado foi 
mantido através de sucessivas repicagens 
sempre que necessário em meio AEM e 
armazenado em refrigerador (5 oC). 
 
2.2. Corantes 
Neste estudo foram utilizados três 
corantes (Tabela 1) utilizados pela indústria 
têxtil: Remazol Brilliant Blue R (RBBR, 
Sigma); Acid Red 1 (AR1, Aldrich) e 
Reactive Black 4 (RB4, Sigma-Aldrich). Os 
corantes RBBR e RB4 pertencem à classe 
das antraquinonas, enquanto o corante RB4 
pertence à classe dos corantes azo. 
 
2.3. Cultivo em meio líquido e coleta 
de amostras 
O isolado foi inicialmente cultivado 
em meio BDA em estufa a 35 °C na 
ausência de luz. Após 10 dias de cultivo 
discos (8mm diam.) de meio de cultura 
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contendo micélio da borda das colônias 
foram assepticamente coletados e 
transferidos para Erlenmeyers de 125mL 
contendo 50mL de meio de cultura caldo 
batata dextrose (pH 5,3) acrescido de 
MnSO4 (0,5g/L) e CuSO4 (250µM). As 
culturas foram incubadas a 35 °C na 
ausência de luz e a cada cinco dias durante 
20 dias uma amostra de meio de cultura foi 
retirada para os ensaios enzimáticos e de 
descoloração. Após coletadas as amostras 
foram filtradas para a separação das células 
e congeladas (-5 °C) até sua utilização. Ao 
final dos 20 dias de cultivo o micélio foi 
coletado para a determinação da massa 
seca. O experimento foi realizado com três 
repetições. 
 
2.4. Ensaio enzimático 
A atividade de lacase foi determinada 
pela oxidação de 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonato, ABTS) a 37 
°C de acordo com Buswell et al. (1995). A 
mistura de reação (1 mL) continha 600 μL 
de extrato enzimático, 300 μL de tampão 
acetato de sódio (pH 4,5, 5,0 ou 5,5; 0,1 M) 
e 100 μL de solução de ABTS (1 mM). A 
oxidação foi determinada pelo aumento na 
absorbância a 420 nm (ε420 = 36000 M-1 
cm-1). Uma unidade de atividade 
enzimática foi definida como a quantidade 
de enzima capaz de oxidar um μmol de 
ABTS por minuto. 
 
 
Tabela 1. Nome, classificação, e peso molecular e estrutura molecular de corantes utilizados. 
Nome Classificação Peso Molecular Estrutura Molecular 
RBBR antraquinona 626,54 
 
RB4 antraquinona 637,43 
 
AR1 azo 509,42 
 
 
2.5. Ensaios de descoloração 
Nos ensaios de descoloração a 
mistura de reação continha 600µL de 
extrato, 300µL de tampão acetato de sódio 
(0,1M; pH 4,5, 5,0 ou 5,5) e 100µL de 
solução do respectivo corante (50mg/L). A 
descoloração foi monitorada pela 
diminuição da absorbância (nm) de cada um 
dos corantes (RBBR - 592, RB4 – 595 e 
AR1 – 506) em espectrofotômetro por uma 
hora. A descoloração foi calculada da 
seguinte forma: 
 
Em que:  
 = absorbância inicial 
 = absorbância final 
 
2.6. Análise estatística 
Os resultados obtidos foram 
submetidos à análise de variância (Fisher, 
1925) e ao teste de separação de médias de 
Scott-Knott (p<0,05) (Scott e Knott, 1974). 
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As análises foram realizadas com o pacote 
ExpDes (Ferreira et al., 2014) no programa 
R. 
 
3. Resultados e Discussão 
Durante os 20 dias de incubação o 
isolado fúngico utilizado neste estudo 
cresceu normalmente no meio de cultura 
líquido (Figura 1). Foi observado um 
crescimento mais rápido entre 5 e 10 dias, 
que diminui no intervalo seguinte e tornou-
se ainda menor após 15 dias de cultivo. No 
15º dia após a inoculação em meio de 
cultura a média de massa seca de micélio 
era de 0,115g e no 20º dia o valor foi de 
apenas 0,117g, sinalizando a iminência da 
entrada do organismo na fase estacionária 
de crescimento. 
A atividade de lacase aumentou 
significativamente durante o crescimento do 
fungo e não diminuiu mesmo com a 
diminuição do crescimento do organismo, 
atingindo o pico aos 20 dias de cultivo em 
todos os níveis de pH testados (Figura 2). A 
atividade (UI/L) máxima foi registrada em 
pH 4,5 (632,2), em pH 5,0 atingiu um valor 
intermediário (440,9) e a mínima ocorreu 
em pH 5,5 (259,4), mas sem diferenças 
estatisticamente significativas (Tabela 2). A 
curva ascendente exibida no gráfico sugere 
que o tempo de cultivo do isolado neste 
experimento não foi suficiente para atingir 
o pico máximo de atividade de lacase 
 
Figura 1. Média de massa seca do micélio de 
Panus lecomtei cultivado em meio batata 
dextrose. 
Similarmente a outros estudos, a 
lacase de P. lecomtei mostrou uma 
tendência de maior atividade em níveis de 
pH mais baixos. Zhang et al. (2006) 
cultivaram um isolado de P. lecomtei em 
meio líquido e obtiveram uma lacase que, 
após purificação, apresentou atividade 
máxima em pH 3,5. Resultados semelhantes 
foram encontrados em pesquisas com 
lacases produzidas por diferentes espécies 
de fungos degradadores de madeira, como 
Trametes trogii Berk., que apresentou pH 
ótimo 3,0 (Yan et al., 2014) e 2,0 – 4,5 (Ai 
et al., 2015) e também Trametes sp., cuja 
faixa ótima de atividade ficou entre 2,2 e 
3,4 (Ling et al., 2015). 
. 
 
Tabela 2. Resumo do teste Scott-Knott (p < 0,05) para atividade de lacase e descoloração de RBBR, RB4 
e AR1 com extrato de 20 dias de cultivo de Panus lecomtei. 
  Porcentagem de descoloração 
pH 
Atividade de 
lacase (UI/L) 
RBBR RB4 AR1 
4,5 632,22 a 40,14 a 39,26 a 8,61 a 
5,0 440,92 a 33,69 a 28,65 a 6,08 a 
5,5 259,44 a 13,72 b 22,77 a 3,39 a 
* Médias com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). 
 
 
Figura 2. Atividade de lacase em extrato bruto 
de Panus lecomtei em três níveis de pH. 
* Médias com a mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). 
 
Todos os corantes utilizados nesta 
investigação foram descoloridos pelo 
extrato enzimático bruto de P. lecomtei 
(Figuras 3, 4 e 5), mas somente na 
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descoloração de RBBR houve diferença 
estatisticamente significativa (Tabela 2). O 
RBBR foi o corante que sofreu a maior 
descoloração, atingindo 40,1% com o 
extrato de 20 dias (Figura 1), seguido pelo 
RB4 (39,2% aos 20 dias) e pelo AR1 
(12,1% aos 15 dias). Diferentes corantes 
não são descoloridos com a mesma 
eficiência pelas enzimas ligninolíticas, pois 
esse processo é influenciado por 
características dos corantes e seus grupos 
cromóforos, como distribuição de elétrons, 
densidade de carga, fatores estéricos e 
substituintes do corante (Liu et al., 2004). 
Em todos os casos observados no presente 
trabalho as maiores descolorações tenderam 
a ocorrer em níveis de pH mais baixos. 
Zeng et al. (2011) observaram descoloração 
dos mesmo compostos utilizados neste 
trabalho (e também outros dois: Acid Blue 
129 e Reactive Black 5 por lacase de T. 
trogii cultivado em meio sólido. As maiores 
descolorações foram observadas em pH 4,0 
– 5,0, o que coincide com os resultados 
deste experimento. Segundo Mechichi et al. 
(2006) isso ocorre porque as lacases 
apresentam maior atividade em pH mais 
baixos, entre 4,0 e 5,0. 
Mais de uma enzima do complexo 
ligninolítico de um fungo de podridão 
branca podem estar envolvidas na 
descoloração de um composto específico 
(Wesenberg et al., 2003), dessa forma não 
há como afirmar que a descoloração dos 
compostos utilizados neste trabalho seja 
resultado da ação isolada de lacases. No 
entanto, é farta a bibliografia científica que 
comprova a participação desta enzima na 
descoloração dos compostos utilizados 
nesta investigação (Mechichi et al., 2006; 
Zeng et al., 2011). Zhuo et al. (2017) 
utilizaram extrato bruto de Pleurotus 
ostreatus para descolorir corantes sintéticos 
com e sem um inibidor de lacase (kojic 
acid) e observaram uma redução na 
descoloração de 64,6 para 9,3% e de 89,1 
para 5,1% nos corantes RB4 e RBBR, 
respectivamente. A descoloração residual, 
aquela com a utilização do inibidor, 
provavelmente se deve à ação de outras 
enzimas, mas fica patente a participação da 
lacase como enzima responsável pela maior 
parte da descoloração alcançada pelo 
extrato bruto. Ademais, é sabido que P. 
lecomtei produz lacase em altas 
concentrações sem a necessidade de 
indutores (Zhang et al., 2002) enquanto que 
Morgenstern et al. (2008) não obtiveram 
sucesso na tentativa de amplificar 
sequências de outras enzimas ligninolíticas 
(peroxidases) neste fungo. Dessa forma, 
pode-se afirmar que a lacase de P. lecomtei 
é responsável, ao menos em parte, pela 
descoloração desses compostos. 
Os dois corantes que sofreram as 
maiores descolorações (RBBR e RB4) são 
da classe das antraquinonas (Tabela 1) e o 
que sofreu menor descoloração (AR1) é um 
corante azo. Os corantes azo podem ser 
mais resistentes à descoloração por lacases 
devido ao seu alto potencial redox em 
comparação com corantes da classe das 
antraquinonas (Zhang et al., 2006). As 
lacases geralmente têm um poder de 
descolorir corantes antraquinona com maior 
eficiência em relação a corantes de outras 
classes (Champagne e Ramsay, 2005). 
A utilização de mediadores como o 
ABTS pode aumentar a taxa de 
descoloração de corantes azo por lacases, 
pois estes podem transferir elétrons entre a 
enzima e o corante e oxidá-lo. Zhang et al. 
(2006) demonstraram que em presença de 
ABTS a descoloração do corante azo 
Violeta Ácido 7 por lacase de P. lecomtei 
aumentou de 26 para 47% na metade do 
tempo e com menos enzima (1,7 µg/mL 
sem ABTS e 0,005 µg/mL com ABTS). 
Zeng et al. (2011) registraram que a 
descoloração de corantes azo por extrato 
bruto de T. trogii só foi possível quando 
1mM do mediador HOBT foi adicionado à 
mistura de reação. Por outro lado, Legerská 
et al. (2018) observaram que lacase de T. 
versicolor foi capaz de descolorir dois 
corantes azo (Orange 2 e Acid Orange 6) 
sem a participação de mediadores. 
No presente trabalho, mesmo sem a 
utilização de mediadores, o extrato bruto de 
P. lecomtei foi eficiente em degradar AR1, 
o que indica um grande potencial de 
utilização em sistemas de biorremediação. 
Outro fator positivo é que em muitos 
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fungos degradadores de madeira as lacases 
são enzimas induzidas (Collins e Dobson, 
1997; Eggert et al. 1996), e tais indutores 
podem ser tóxicos, muito caros e de difícil 
remoção. Nesta investigação, P. lecomtei 
produziu lacase em significativas 
quantidades sem a necessidade de 
indutores, o que torna interessante do ponto 
de vista econômico sua utilização em 
aplicações industriais, ambientais e 
biotecnológicas. 
 
 
Figura 3. Descoloração de RBBR por extrato 
bruto de Panus lecomtei em três níveis de pH. 
* Médias com a mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). 
 
 
Figura 4. Descoloração de RB4 por extrato 
bruto de Panus lecomtei em três níveis de pH. 
* Médias com a mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). 
 
 
a 
a 
a 
 
Figura 5. Descoloração de AR1 por extrato 
bruto de Panus lecomtei em três níveis de pH. 
* Médias com a mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). 
 
Nesta investigação foi utilizado o 
extrato bruto para a descoloração dos 
compostos, em contraposição à utilização 
da enzima purificada. Dentre as vantagens 
de utilização do extrato bruto, destacam-se 
o custo, que é menor, visto não ser 
necessária a purificação (Zhuo et al., 2017). 
Além disso, o extrato pode conter 
mediadores da enzima naturalmente 
secretados pelo fungo (Johannes e 
Majcherczyk, 2000), o que aumentaria seu 
poder de descoloração. 
 
4. Conclusões 
Neste estudo foi investigada a 
capacidade de P. lecomtei em produzir 
lacase em meio de cultura líquido e a 
atividade desta enzima em três níveis de 
pH, bem como a capacidade do extrato 
bruto em descolorir três corantes 
industriais. O isolado demonstrou ser um 
eficiente produtor de lacase, atingido um 
pico de 632,2UI/L em pH 4,5. 
Provavelmente o pico máximo de produção 
de lacase não foi atingido e seja ainda 
maior, pois aos 20 dias de cultivo a curva 
de produção desta enzima ainda era 
ascendente. O extrato bruto do isolado foi 
capaz de descolorir todos os corantes 
utilizados neste trabalho, especialmente os 
corantes da classe das antraquinonas, mas 
também o corante azo sem a adição de 
mediadores na mistura de reação. Dessa 
forma, o isolado de P. lecomtei demonstrou 
potencial para utilização em processos de 
biotecnologia ambiental, especialmente 
biorremediação. 
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